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PMSG-hCG処理マウスの過排卵卵子塊中にみられる
卵丘細胞欠損卵子 (CF卵子)の発生に関する研究.
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Summary 
The res巴archwas conduct吋 toinv巴stigat巴causeof abnor羽 a1egg production(cumulus cel free egg， 
CF egg) in superovu1at巴dmouse eggs using PMSG制hCGmethod. The dose 1evels of PMSG and hCG 
were set as three levels of 5， 10， and 20 1U， respectively. Administration of ascending dosages of PMSG 
increased the number of CF巴ggsin the mass. On the other hand， the diff，巴rencein the hCG dosage did 
not influence the occurrence of CF egg. 1t revealed that single i吋ectionof PMSG showed strong ovu1a-
tion effect in 10 or more 1U. Moreov巴r，eggs were observed in the oviduct for at least 64 hours after the 
single injection of 10 IU PMSG. It was speculated that th巴 occu汀巴nceof CF巴ggswou1d be caused by 
the ovulation inductiv巴effectof PMSG， and those ovulat巴deggs had a 10ng ret巴ntiontime in the oviduct. 
Further investigation is n巴cessary.
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緒言
現在，研究用または教育用に用いる崎乳動物卵子のなかでもっとも利用されているのは実験
用マウス (Laboratorymouse， Mus muscl山)のものである.特に最近， トランスジェニックマ
ウス1) キメラヘ核移植3)などの高度な生命操作技術開発の場において，マウス卵子は本来の
卵子に代わるモデル用の材料として多用されるようになってきており，ますます多数の卵子が
必要ゐとなっているぺまた，ウシなどの家畜においては， sf移植に用いる受精卵生産のために，
できるだけ多数の良質卵子を，効率的に，また，家畜の健康を損なわずに採取する必要がありヘ
現所属 (掬ふくや 'T812-0068福岡市東区社領2-14-28 
132 佐賀大学農学部業報第89号 (2004)
この技術は非常に重要である.ここで用いられる技術，すなわち，いくつかのホルモン剤を組
み合わせて動物へ連続的に投与し，自然排卵よりも多い卵子を得ょうとする方法は過剰排卵(過
排卵， Superovulation) と称されているへまた，単に，排卵を人為的に引き起こす技術は誘起
排卵 (Inducedovulation) である.
一般的なマウス過排卵では，まず雌マウスに微量の PMSG(Pregnant mare s巴rumgonado位'0-
phin) を，ついで、，その品定時間後に hCG(Human chorionic gonadotrophin) を投与し，さらに，
その一定時間後に部検して卵管より卵子を採取する.すなわち， PMSGのFSH (Follicle stimu-
lating hormone)効果により，卵巣中で多数の卵胞を急速に発育させ，ついで， hCGの持つ LH
(Luteinizing hormone)効果により同時に卵子を排卵させて外科的に採取する.この方法(以
下， PMSG-hCG) は，最初の報告6)以来，ほとんど基本的に変わることがなく現をもさかんに
利用されておりはへ補乳動物の生殖生理学研究などには必須の技術で、ある.
このようにマウスの過排卵に PMSG-hCG法が広く受け入れられた理由は，マウスの性周期
に関係なく，両ホルモンを一定間隔で注射すれば，卵管から卵子を採取でき，技術的に容易で，
Figure 1. Microphotographs of normal (A，B) and abnormal eggs (C，C-Iム3，4)inmouse. A; egg mass just after col1ec-
tion. B; normal egg， surround巴dby thick cumulus cel1layer. C; abnormal eggs adhered to egg mass (black aト
rows)ーCωl;abnormalegg， with round egg-plasma. C-2;parthenogenetic egg， Cω3，-4;fragmented eggs 
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しかも多数を一一度に得ることが可能なためである. しかし，一方では，この方法で得られる卵
子は形態異常や未熟なものが多く，品質が悪いことはよく知られている山山通常，本法で
は，一頭あたり20-40個の卵子が得られるカ料へこれを顕徹鏡下で観察すると正常な卵子塊
中に明らかに形態が異常な卵子が混在している (Fig.1). これらを，分類すると単為発生，
あるいは細胞質に規律性のない細分化がみられるなど様々であるが，必ず卵丘細胞層 (Cumu同
lus celllayer)を欠くので，本実験ではこれを総称して，卵丘細胞欠損卵子 (Cumuluscell free egg， 
CF卵子)と呼ぶことにする 14) このような形態異常卵子が正常卵子に混入する場合，物理的
な除去は困難であるから，実験効率を低くするのみならず，体外受精時などで，受精・発生能
力がない卵子と健全な卵子を共培養する事になり 未知の悪影響を与えている可能性が高いω
ので，出来るだけ CF卵子の発生割合を低くする必要がある.
このような卵子の発生機構について，現在までいくつかの仮説4，14)があるが，まだ実験的に
涼悶が解明されていないように思われる.そこで，本研究はこれらの点を究明し，より優れた
マウス卵子採取法を開発するための基礎的な知見を得るために一連の実験を行ったものである.
まず，本実験では，過排卵を誘起するために一般的に用いられている PMSGとhCGの投与量
の違いがCF卵子の発生に対してどのような影響を及ぼすかを調べた.
材料および方法
し供試マウスと飼育環境
本実験で使用したマウスは(総日本クレアより購入した雄・雌マウス (ICR: JCL) を交配し
て得た雌の予を25研究室において 7-8週齢まで育成したものであった.光条件は14L:10D 
(午前 5時点灯，午後7時泊灯)であった.飼料は育成用問形飼料((掬日本クレア， CE-2) 
であった.飼料と水は不佐~住宅与，給水とした.
2.ホルモンの種類と調整方法
PMSG弗!としては SEROTROPIN((掬帝国臓器)， hCG剤としては GONATROPIN((械帝国臓
器)をmいた.アンプル 1本を0.6%食塩水で50または100m/0.1m!に希釈し 20Cストッ
カーで凍結保存した.館用時にこれをさらに必要な濃定までpH7.2食塩燐酸緩衝液 (PBS)に
より希釈して用いた.投与はマウスの背部皮下に0.1または0.2mlずつ注射して行った.
3.ホルモン投与方法と剖検時間
ホルモンの投与量と種類，および卵子採攻のための部検時間は Table1に示した.実験1で
は， PMSGとhCGを，それぞれ5，10および20m/鎮の3水準を組み合わせて9区を設定し
た.PMSGは午後6-7時に， hCGはその48時間後に同一マウスへ連続的に投与した.剖検
はhCG投与の16時間後であった(翌日午前9-lO時).実験2では， PMSGとhCGを5，10 
および20mの3水準について単独投与した.投与時刻は午後6-7時，剖検時刻は投与の16
時間後であった.実験3では， PMSGの5，10および20mの3水準を午後6-7時に注射し，
ついで実験1のhCG投与に相当する時刻に PBSのみを投号した.剖検は;最後の PBS投与から
16時間後であった.
4.鞠子採取方法と CF卵子の判定法
頚椎脱臼による屠殺後，開腹して卵巣，卵管および子宮の A部を摘出した.血液，指肪組織
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Table 1. Experimental design 
Experiment Name of group 
Horom巴sand doses(IU) 
Autopsy time 
PMSG hCG 
5-5 5 5 16 hr after hCG 
5-10 5 10 IIリectlOn
5-20 5 20 
10-5 10 5 
10-10 10 10 
10-20 10 20 
20-5 20 5 
20-10 20 10 
20-20 20 20 
2 P-5 5 16 hr after injection 
P-lO 10 
P目20 20 
H-5 5 
H-I0 10 
H-20 20 
3 PBS-PBS PBS1) PBS 16 hr after the last i可民間
P-5司PBS 5 PBS tlOn 
P-lO四PBS 10 PBS 
P-20問PBS 20 PBS 
1) Phosphate buffer saline 
などをj慮、紙片上で除去した後， 35阻ブ。ラスチックディッシュに入れた300μlのPBSドロップ中
に移した.実体顕撤鏡で観察しながら卵管膨大部の一部を注射針で切開し，内部の卵子塊を引
き出した.得られた卵子塊は PBSで洗浄後，実体顕微鏡下で注射針を用いて引き延ばし，正
常卵子と CF卵子数を計測した.観察した卵子のうち，卵丘細胞層が明らかに崩壊しているも
の，あるいは欠損して存在しないものを CF卵子と判定し，これ以外のものは正常卵子とした.
5.統計処理
排卵率に関してはカイ自乗検定，その他の卵子数については 1元配置の分散分析を行った.
処理の効果が有効であった実験では，新ダンカン法により註間における平均植差の有意性を調
べた.
結 果
1.誘起排卵の成績に及ぼすホルモン投与量の効果(実験 1) 
実験1の結果を Table2に示した.各医の供試頭数は9または10頭であった.卵管から卵子
が検出された割合，すなわち，排卵率に関しては， hCGの量にかかわらず， PMSGが20mの
場合には有意に低下した (p<O.05). PMSGの量が一定で， hCGが異なる場合では， 20m区
が若干高くなっているが，有意な差ではなかった.
採取された卵子数の平均値は， PMSG が 5m の場合には 1 頭当たり 151r~程度であったが， 10 
と20mでは約 2倍に増えた (p<0.05).採取された卵子のうち，正常な形態を持つものの
均個数は， 5mが約15個， 10mと20mでそれぞれ約20飼であり 5倒ほど後者が多くなって
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TahJe 2. Effect 0f hormones and doses on ovulation induced in mic巴(Experiment1) 
Group No. of No. of % of No. of No. of 
mice ovulated ovulation collected eggs normal eggs 
examined mice Mean土SD Mean土SD
5-5 9 9 100.0 15.7土8.5 15.7土8.5
5-10 10 9 90.0 14.1土5.2 12.7こと4.7
5-20 9 9 100.0 16.9:19.4 16.1土9.4
10司5
10-10 
10-20 
20-5 
20-10 
20-20 
19.7土8.1
23.2土13.7
21.3土13.0
17.9土13.1
19.6土10.3
23.0:1 13.8 
14.8:17.1 
21.6土11.7
20.1こと12.0
17.6土9.7
18.4土10.9
19.9土11.9
? ? ?
???
???
? ?
??
?
???
?
? ? ? ? ?
?
? ?
?
? ?
??
???
27.3土14.6
28.1土19.6
31.9こと16.9
28.7土11.5
30.2土16.0
33.0土21.5
15.6土7.7'
29.5土16.7'
30.6土16.1'
23.2士12.6
23.9土16.0
26.8土17.3
??
???
??????
?
??
???
?????? ?
P-5 
P-lO 
P-20 
Total"' H-5 
日目10
H-20 
1) Total of 5，10，20 PMSG group 
2) Total of 5， 10，20 hCG group 
a，b，c: Different superscripts indicate significant difference under 5% level within columns. 
NO.of 
CF巴ggs
Meanニ!:SD
0.0土0.0
1.4:1:3.0 
0.8土1.4
7.6土10.4
5.4こと8.6
10.6土9.6
10.9土5.4
10.6土14.7
10.0土9.1
0.7土2.7'
7.9士9.0'
10.5土9.5'
5.6:17町1
5.5土11.6
6.9土8.6
%of 
CFeggs 
? ? ?
??…????
??
?????
??
いるが，この差は統計的に有意差ではなかった.正常卵子の割合はらm では94%(15/16) 
であったが， 10mでは73% (22/30)， 20mでは65% (20/31) となり，ホルモン投与量の
は明らかに正常卵子の低下をもたらした (p<0.05). CF卵子の平均値は PMSGが5mの
時には少なかったが，増量とともに数が増え，特に， 20mでは，得られた卵子のうち約 1/
3がCF卵子であった.hCGの効果をみると， 20mが採取総卵子の平均値が3倒ほど他の投
与ほよりも多いが，この差は統計的に有意ではなかった.また，正常卵子率， CF卵子数およ
びCF卵子率に関しでも， hCGの投与量差は有意な効果を示さなかった.
以上の結果から， PMSG投与を 51じから20mまで増量すると排卵率の低下を引き起こすこ
と，また，得られる卵子の数は増えるが，これは主として CF卵子の増加によるものであるこ
とがわかった.一方， hCG投与に関しては， 5mから20mの増量は，過排卵誘起の成績に大
きな影響を及ぼさないと考えられた.
2.誘起排卵の成績に及ぼすホルモン単独投与の効果(翼験2) 
実験1では， PMSGとhCGを連続して間一マウスへ二重投与する方法であったが，実験2
では，これに用いたホルモン， PMSGとhCGの単独効巣を知るために 1種のみで量を変え
て投与し，誘起排卵に及ぼす効果を検討した.
実験2の結果を Table3に示した.各区の供試頭数は 9または10頭であった.排卵率に関し
では， PMSG5m医が他の区に比較して有意に低くなった (P<0.05)が， 10mと20m区の
開では有意差はなかった.hCGのみの 3区ではいずれも90%の排卵率であって， c互関で葉が
なかった.全卵子数に関しては，全体として実験lよりも低い結果となっているが，正常卵子
数では， CF卵子が少ないために，平均10個以上の卵子が採取されている.
以上の結果から， PMSGとhCGは単独投与でも誘起排卵が可能であることが示された.得
られる卵子の偶数は少ないが， CF卵子が非常に減少していることが注目される.
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Table 3. Effect of singl巴i吋巴ct巴dhormones and doses on ov証lationinduced in mice (Exp閲覧lent2) 
NO.of NO.of %of NO.of NO.of NO.of %of 
Group mlc巴 ovulated ovulation collected eggs normal巴ggs CF巴ggs CF eggs 
巴xamined ロllce Mean土SD Mean土SD Mean土SD
P-5 9 3 33.3b 10.7こと3.2 10.7土3.2 。 。
P-I0 10 7 70.0' 15.7土4.2 15.7土4.2 。 。
P-20 10 9 90.0' 16.0土2.7 14.6土4.5 1.4二と2.9 9.0 
Tota1 29 19 65.5 15.1土3.7 14.4:I:4.2 0.6土2.1 4.5 
H-5 10 9 90.0 14.3土4.4 14.3土4.4 。 。
H-I0 10 9 90.0 13.0土4.8 11.9土6.4 1.1土2.3 8.5 
H-20 9 8 88.8 13.6土4.5 13.6土4.5 。 。
Total 29 26 89.7 13.7土4.4 13.3土5.2 0.4二七1.4 2.8 
a， b:Different superscロptsindicate significant difference under 5% level within columns. 
3.誘起排卵の成績に及ぼす PMSG叩PBS投与の影響(実験 3) 
実験 1では， PMSG-hCGの二重投与，実験2では各ホルモンの単独投与であったが，剖検
特聞は，いずれも最後のホルモン投与の16時開後であった.そこで，本実験では，実験lの場
合には PMSG投与の64時間後に剖検しているので，剖検時簡をこれにあわせて，ホルモン投
与の64時間後になるように調整した.hCG投与の時刻には代わりに PBSのみを投与した.
実験3の結果は Table4に示した.各区の供試頭数は 9から16頭であった.卵管膨大部が麗
脹し，外見的に排卵が認められた倒体数は P-5-PBS区が30%であり，やや多かったが，他の
区は10%程度であった.しかし 卵管膨大部から CF卵子が摘出された割合は PMSGが増える
に従って多くなる傾向があり， P-20-PBS区では50%に達した (P<0.05).採取された卵子の
うち， PMSG10m区で31%， 20m区で約半数がCF卵子であった.
以上の結果から， PMSG単独投与の64時間後には多数の卵子が那管膨大部に滞留し，これの
多くがCF卵子であることが確認された.
Tabl巴4.E仔巴ctof PMSG-PBS injection on ovulation induced in mice (Exp巴riment3) 
NO.of NO.of %of No. of % of mice NO.of NO.of NO.of %of 
Group 
lnlCe ovulat巴dovulation mice CF coll巴ct巴d normal CF CF 
examined mic巴1) CF巴gg egg 巴ggs eggs eggs eggs 
detected detected Mean土SD Mean土SD Mean士SD
PBS-PBS 16 2 12.5 。 Ob 14.5土0.7 14.5土3.2 。 Ob 
P-5-PBS 9 3 30.0 。 Ob 15.0土1.7 15.0士1.7 。 Ob 
P-10“PBS 10 10.0 4.0 40.0" 7.0土9.7 24.0 2.8土2.1 31.4' 
P-20同PBS 10 10.0 5.0 50.0" 13.3土15 43.0 7.4士3.6 46.3' 
P-number: PMSG IU;PBS‘Phophate buffer saline 
1) Number of mice ， egg mass were collected from their ampullar portion 
a， b:Different superscripts indicate significant difference under 5% level within columns 
考察
横山と長谷)116)は12系統のマウスを用いて過排卵反応の系統間差を謂ベた.その結果をみる
と，本研究と同系統の ICRの場合には，排卵偶数は， PMSGが5lUと10mでそれぞれ 5頭の
平均値が39.7個と23.6俄であった.本研究の場合には，同じホルモン投与量で，それぞれ15.7
偲と27.3個であったから， 5mでは少なく， 10mでは，若干多くなっている.彼らの報告で
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は，形態異常卵子について記述がなく，この点では比較が出来ない.
Lehtonen and Kankondhi141は，PMSGゐCG処理後交配したマウスと自然交配マウスとの目玉の
質の比較を行った.その結果，前者は後者と比較して形態異常距が著しく多いことを観察し，
その原因として， PMSGが排卵を誘起し，これが未受精卵，形態異常卵になった可能性を指摘
している.同様に，横山と日置勺ま， PMSGゐCG処理後交配させた26系統のマウスの回収粧を
形態観察した結果，目玉の数と品質は系統時差が著しく，多くの系統で回収駐は半数近くが形態
異常症であった.また，いくつかの系統においては自然交配による場合よりも低い結果となっ
た.彼らはその原因として PMSG投与により排卵された卵子が加齢卵となって回収目玉に混入
し，正常粧の割合を低くした可能性があると述べている.この点に関して， Kaufman and Whit-
tingham17iは，PMSGがマウス排卵誘起の生物効果を持つことを明らかにしている.
本実験の結果から， PMSGの持つ FSHとLHの両面作用がCF卵子形成に影響を及ぼしてい
ることが示唆された.すなわち， PMSG投与量と CF卵子の発生率をみると(実験1)，低濃
度では CF卵子率は低いが，得られる卵子の数も少ない.そこで，投与量を増やすと全体とし
ての卵子数は増えるが， CF卵子も増える傾向があった.この原因として， PMSGのLH作用
は低濃度では発揮されないが，高濃度になると hCGと大差がない強力な排卵誘起効果を持つ
ようになる可能性が考えられた(実験2).すなわち， PMSGの量を10mよりも増やした PMSG
七CG処理は 1回のルーチンで2国の排卵が行われている可能性を示唆するものであった.
PMSGによる l回目の排卵卵子がhCGにより誘起された2回目の排卵卵子と混在することが
CF卵子発生の原因と考えるのであれば 1回目の卵子が2回目の排卵時まマ膨大部に滞留す
る必要がある.一般に，補乳動物では，未受精卵は速やかに膨大部より下部の卵管に流下する
と思われるが，本実験3の結果で示したように， PMSG投与の64時間後に多数の卵子が卵管膨
大部で観察された.従って， PMSG投与量が多い場合には，卵子を移送させる機構，すなわち，
卵管のぜ、ん動運動などに何らかの異常が生じている可能性が示唆されたが，これらの点を解明
するためには，より詳細な実験が必要である.
摘 要
本研究は PMSGゐCG法によるマウス過排卵卵子中の形態異常卵子(卵丘細胞欠損卵子， CF 
卵子)が発生する原因を追究するために行った.PMSGとhCGの投与水準をそれぞれ5，10 
および、20単位の3水準に設定した.目指Gの投与量が増えるにつれて卵子塊中の CF卵子も増
加した.一方， hCG投与量の違いは CF卵子に影響しなかった.10単位以上の単独投与で，
PMSGは強い排卵効果が生じることがわかった.また 10mのPMSGの単独投与では64時間
後でも卵管中に卵子が観察された.以上の結果から， CF卵子が発生する原因は PMSGの持つ
排卵誘起効果と，この卵子が卵管中に長時間滞留するためと思われたが，この点については，
さらに詳紹な追究が必要と考えられた.
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